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Gegen Denaturierung bestandige, wassrige Protein-Losungen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 

(57) Die Erfindung betriffteinewaBrigeProteinl6sung,diezur 
Vermeidung der Denaturisierung der darin befindlichen Pro- 
teine an Grenzflachen eine oberflachenaktive Substanz mit 
kettenformiger Grundstruktu r enthalt, deren Glieder schwach 
hydrophobe und schwach hydrophile Bereiche in alternie- 
render Anordnung besitzen. Sie betrifft ferner die Behandlung 
von Oberflachen mit solchen oberflachenaktiven Substanzen 
und deren Verwendung zu der Handhabung und Reinigung 
von Proteinen. Das bevorzugte Protein ist Insulin. 
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HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT HOE 79/F 103 K Dr.LI/schi 

Gegen Denaturierung bestandige, waBrige Protein-Losungen , 
Verfahren ihx-cx* Here telluric und jhre Verwendun^r 

Die Erfindung betrifft eine waBrige Proteinlosung , die ge- 
gen Denaturierung der Proteine an Grenzflachen bestandig 
ist, sowie Verfahren zur Herstellung einer solchen Losung 
und zur Behandlung von Oberf lachen, die auf Proteinlosungen 
5 denatur ierend wirken. 

Es ist bekannt, daB geloste Proteine an hydrophoben Grenz- 
flachen (dazu gehort auch die Grenzflache waBrige Losung/ 
Luft) adsorbiert werden (C.W.N. Cumper und A.E. Alexander, 
10 Trans. Faraday Soc. j[6_, 235 (1950)). Proteine sind amphiphile 
Substanzen, d.h. sie haben sowohl hydrophile als auch 
hydrophobe Bereiche. Die hydrophoben Bereiche bilden den 
Kontakt zur hydrophoben Grenzflache. 

15 Als Folge der Adsorption der Proteine an Grenzflachen werden 
verschiedene Sekundarreaktionen beobachtet, die man allge- 
mein unter dem Begriff "Denaturierung" zusammenf aBt . Es 
konunt zu einer Formanderung der adsorbierten Proteinmole- 
kiile (Snderung der Tertiar- und/oder Sekundarstruktur ) . 

20 Daneben kann es zur Aggregation von adsorbierten Protein- 
molekulen zu loslichen oder unloslichen polymeren Formen 
kommen. So ist von vielen Proteinen eine Oberf lachen-Aggre- 
gation bekannt, die sich z.B. als Triibung der Losung oder 
als biologische Inaktivierung der Proteine beim Riihren oder 

25 Schiitteln der waBrigen Losungen bemerkbar macht (A.F. Henson, 
I.R. Mitchell, P.R. Mussellwhite , J. Colloid Interface Sci. 
32 , 162 ( 1 970) ) . Diese Oberf lachenadsorption und -aggrega- 
tion ist besonders nachteilig in Apparaten zum Transport 
von Proteinlosungen z.B. in automatischen Dosiergeraten 

30 fur Arzneimittel . In einigen Fallen konunt es auch zu che- 
mischen Reaktionen der adsorbierten Proteine mit gelosten 
Substanzen (F. MacRitchie, J. Macromol .Sci. , Chem., 4 # 
1169 (1970)). 
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Das gilt insbesondere fur Kinder-, Schweine-, Humaninsulin 
Oder deren Des-B1 -Pheny lalaninderivate ._ Diese sind m it 
einem Zinkgehalt bis 0,8 % bezogen auf das Insulingewicht , 
in waBrigen Medien unterhalb von P H 4,3 und oberhalb von 
P H 6,5 klar gelost. Die genannten Insuline bilden in waB- 
riger Losung Aggregate, so daB die Losung einen Gleichge- 
wichtszustand aus raonomeren, dimeren, tetrameren, hexa- 
meren und oligomeren Insulinitiolekiilen darstellt. Es ist 
bekannt, daB Insulin an hydrophoben Oberflachen, wozu 
auch die Grenzflache Losung/Luft zahlt, stark absorbiert 
wird (Weisenfeld et. al., Diabets 17, 766 (1968) und 
Browne et al., Eur. J. Biochem. 33 233 (1973)). Eigene 
Versuche haben ergeben, daB das absorbierte Insulin an 
der Oberflache denaturieren kann. Dieser ProzeB wird 
durch Temperatur und Bewegung der Losung beeinfluBt. Das 
denaturierte Produkt wird als polymeres Aggregat wieder 
desbrbiert. und fallt bei einer gemigend hohen Konzen- 
tration in der Losung als Niederschlag aus oder bildet 
ein thixotropes Gel. Das denaturierte Insulin ist bio- 
logisch unwirksam und fiihrt zu Verstopf ungen von Forder- 
schlauchen, z.B. in einer kontinuierlich oder gesteuert 
arbeitenden Insulin-Inf usionspumpe, wie sie in kiinst- 
lichen Betazellen verwendet wird. 

Daneben kann das denaturierte Insulin zu immunoligischen 
Unvertraglichkeiten AnlaB geben. Es sind Untersuchungen 
bekannt, die die physikalische Zustandsform von Insulin 
fUr die Bildung von Antikorpern gegen Insulin verant- 
wortlich raachen (Kumar et. al. Horra. Metab. Res. 6, 175 
(1974)). Es ist daruber hinaus bekannt, daB selbst Human- 
insulin, beim- Menschen angewandt, zu immunologischen Re- 
aktionen fiihren kann (A. Teuscher et. al., Diabetologia 
12, 435 (1977) ) . 

Nach dem Stand der Technik hergestellte waBrige Insulin- 
lOsungen fur therapeutische Zwecke konnen neben dem Wirk- 
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stoff, Rinder- oder Schweineinsulin oder einem Des-B1- 
Phenylalaninderivate dieser Insuline, gelostes Zink bis 
zu 0,8 % bezogen auf das Insulingewicht , ein Mittel zu 
Einstellung der Isotonie, wie Natriumchlorid , Glycerin 
oder Glucose, ein Konservierungsmittel , wie Phenol, Kresol 
oder p-Hydroxybenzoesauremethy lester und ein Salz zur 
Pufferung des pH-Wertes, wie Natriumphosphat , Acetat oder 
Citrat enthalten. Daneben konnen noch Depothilf sstof f e, 
wie Protamin oder Surf en, zur Erzielung einer verzogerten 
Insulinwirkung zugesetzt sein oder die Losungen sind mit 
kristallinen Oder amorphen Depotforraen des Insulins ge- 
mischt. Es wurde f estgestellt , daB gelostes Insulin in 
alien diesen Praparaten an Grenzflachen denaturiert. 

Eigene Versuche -haben ergeben y daB die Denaturierungs- 
geschwindigkeit mit der Temperatur, Bewegung der Losung 
und dem pH-Wert der Losungen anstiegen. Humaninsulin 
denaturierte in waBriger Losung ebenfalls. Zusatze, die 
die Aggregationsgleichgewichte des Insulins in waBriger 
Losung in Richtung des monomeren Molekiils verschieben, 
wie Guanidin, Harnstoff, Pyridin oder monomere Deter- 
gentien, beschleunigten die Denaturierung . Substanzen, 
die die Gleichgewichte in die entgegengesetzte Richtung 
verschieben, wie Zink und andere zweiwertige Metallionen, 
verzogerten die Denaturierung. Aber selbst eine Kombi- 
hation aller giinstigen Bedingungen konnte die Denatu- 
rierung von Insulin nicht verhindern. Diese Denaturierung 
war auch, wenn auch langsamer, bei ruhender Lagerung der 
Losungen zu beobachten » 

Eine spezielle Form der hydrophoben Grenzflachen bildet 
sich beim Gefrieren von waBrigen Losungen, z.B^ bei der 
Gef riertrocknung von Proteinen. An diesen Grenzflachen 
kommt es ebenfalls zu den beschriebenen Denaturierungen 
von Proteinen (U.B. Hansson, Acta Chem.Scand., 22_i 483 
(1968). 
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Der DenaturierungsprozeB kann einem Protein immun&gene 
Eigenschaften (d.h. die Fahigkeit, immunologische Abwehr- 
reaktionen in einem Organismus zu induzierenj verleihen 
oder bereits vorhandene immunogene Eigenschaften verstarken. 
AuBerdem konnen biologische Eigenschaften, wie enzymatische, 
serologische oder hormonelle Aktivitaten, verandert Oder 
zerstort werden. 

Es ist ferner bekannt, daB man die Adsorption von Proteinen 
an die Grenzflache, die sich zwischen einer waBrigen Lo- 
sung und einer fliissigen hydrophoben Phase ausbildet, da- 
durch verhindern kann, daB man diesem System monomere ober- 
f lachenaktive Substanzen, wie Alkylalkohole zusetzt 
(R. Cecil und C.F. Louis, Biochem.J. 1 17 ,, 147 (1970)). 
Diese Substanzen werden ihrerseits reversibel an die 
hydrophoben Grenzflachen adsorbiert und verdrangen so die 
Proteine. Nachteilig bei diesem Verfahren ist f daB die An- 
wendungskonzentration der oberf lachenaktiven Substanzen 
nahe deren Sattigungsgrenze in waBriger Losung liegen muB, 
denn nur so wird eine optimale Beladung der Grenzflache 
gewahrleistet. In vielen Fallen ist die GroBe der Grenz- 
flache nicht konstant, sondern variabel (z.B. die Grenz- 
flache Losung/Luft beim Riihren oder Schiitteln von Protein- 
lSsungen) , so daB die waBrige Losung Molekule dieser ober- 
flachenaktiven Substanzen abwechselnd nachliefern und auf- 
nehmen muB, d.h. einen Puffervorrat enthalten muB . Bei 
einer notwendigen Anwendungskonzentr-ation nahe der Satti- 
gungsgrenze ist dies jedoch nur . begrenzt moglich 

Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens ist ferner, daB 
die erwahnten monomeren oberf lachenaktiven Substanzen 
nicht nur an den hydrophoben Grenzflachen adsorbiert wer- 
den, sondern aUch an den hydrophoben Bereichen der ge- 
losten Proteine. Dort bewirken sie eine Denaturierung der 
gelbsten Proteine, die in vielen Fallen irreversibel ist 
und die man gerade verhindern will. 
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Die Starke der Bindung der monomeren oberf lachenaktiven 
Substanzen sowohl an die hydrophoben Grenzflachen als 
auch an die hydrophoben Bereiche der gelosten Proteine 
ist von der Hydrophobizitat der Substanzen, d.h. z.B. von 
der Lange der Alkylketten abhangig. Je langer die Alkyl- 
kette, urn so groBer die Bindungsstarke . Der Widerspruch 
zwischen einer moglichst vollstandigen Beladung der Grenz- 
flachen mit den oberf lachenaktiven Substanzen (erreich- 
bar durch hohe Hydrophobizitat der Substanzen oder hoher 
Anwendungskonzentration) und moglichst geringer Bindung 
an die hydrophoben Bereiche der gelosten Proteine schien 
nicht losbar zu sein. 

Es wurde nun gef undent daB polymere Substanzen mit alter- 
5 nierend angeordneten hydrophoben und hydrophilen Berei- 

chen die Grenzflachen derart verandern, daB die Adsorption 
von Proteinen an diese Grenzflachen und dadurch auch die 
erwahnten Sekundarreaktionen wie z.B. die Grenzf lichen- 
aggregation wirksam verhindert werden. 

0 

Gegenstand der Erfindung ist demgemaB eine waBrige Protem- 
losung, gekennzeichnet durch einen Gehait an einer ober- 
f lachenaktiven Substanz mit kettformiger Grundstruktur , 
deren Glieder schwach hydrophobe und schwach hydrophile 

5 Bereiche in alternierender Anordnung enthalten. Insbeson- 
dere sind Gegenstand der Erf indung waBrige Insulinlosungen 
ggf. mit iiblichen Zusatzen zur Einstellung der Isotonie, 
Konservierung und/oder Depot-Wirkung, die durch den Zusatz 
eiher solchen oberf lachenaktiven Substanz gekennzeichnet 

JO sind." 

Bevorzugt ais oberf lachenaktive Substanzen im Sinne der 
Erfindung sind Homo-, Misch- oder Blockpolymer isate der 
Forme 1 I 
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V " X n - R 3 ^ 
in der X n eine Kette von n Gliedern der Formeln II oder III 

-CH-CH-O- -CH-O- 

II *ll 
in beliebiger Reihenfolge und n 2-80, vorzugsweise 8 - 
45 1st, 

y -O- oder -NH- ist, 

r H, -CH 3 oder -C 2 H 5 1st. wobei die Reste gleich oder 
verschieden sein konnen, jedoch mindestens in der Halfte 
der Kettehglieder X -CH3 oder -C 2 H 5 vorkommt, und in der 
R und R., unabhangig voneinander H oder ein organischer 
Rest sind. 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, in 
denen R- Alkyl mit 1 - 20 C-Atomen, Carboxyalkyl mit 2 - 20 
C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1 - 10 Alkyl-C-Atomen bedeu- 
tet. R bedeutet in den bevorzugten Verbindungen ebenfalls 
Alkyl mit 1 - 20 C-Atomen , im Falle Y = -O- aber auch 
Carboxalkyl mit 2-20 C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1 - 10 
Alkyl-C-Atomen. 

• Beispiele fur die Reste R 2 und R3 sind Methoxy, Athoxy, 
Propoxy, Butoxy.oder die Reste, die sich von Laurylalkohol 
oder Myristylalkohol ableiten; Carboxalkylgruppen, die 
sich von der Essigsaure, Propionsaure , ButtersSure, Pal- 
mitinsaure oder StearinsSure ableiten, Nonylphenoxy , Oleyl- 
amino oder Stearylamino. 

R 2 oder R 3 kann sich auch von einem mehrv/ertigen Alkohol 
wie Glycerih oder Pentaerytrit oder einer mehrwertigen 
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CarbonsSure wie Citronsaure oder einem mehrwert igen Amin 
vie Athylendiamin ablelten. Mehr funktionelle Glieder R 2 
Oder R 3 konnen mit zwei oder mehreren Polyalkoxyketten 
der oben gezeigten Art verbunden sein, wobei verzweigte 
Produkte entstehen. 

Die Herstellung der erf indungsgemSB zu verwendenden ober- 
f lachenaktiven Substanzen werden in an sich bekannter 
"Weise durch kontrollierte Addition von Alkylenoxiden an 
Alkylendiglykole (oder an mehrwertige Alkohole oder Amine 
z.B. Pentaerythrit oder Athylendiamin, zur Darstellung 
von verzweigten Produkten) hergestellt. Die endstandige 
Hydroxylfunktionen konnen gegebenenf alls anschlieBend 
verestert oder verathert werden. Eine allgemeine Vor- 

schrift _zur^Ker'stellung eines geeigneten Blockpolymeri- 

sats 1st in Beispiel 1a beschrieben. 



Die erf indungsgemaBen oberf lachenaktiven Substanzen 
zeichnen sich dadurch aus, daB sie schon in Konzentration- 
nen von 2-200 ppm in waBrigen Medien wirksam sind. Man kann 
sich vorstellen, daB diese Substanzen an der Grenzflache 
so geformt sind, daB ihre hydrophobeh Reste in die hydro- 
phobe Phase ragen und die alternierend angeordneten hydro- 
philen Reste in die waBrige Phase. Da die Hydrophobizitat 
der einzelnen hydrophoben Reste relativ schwach ist, dvirfte 
auch die Bindung dieser einzelnen hydrophoben Reste an 
fremde hydrophobe Strukturen, z.B. an die hydrophoben Be- 
reiche geloster Proteine, so schwach sein, daB sie bei den 
erf indungsgemaBen Anwendungskonzentrationen vernachlassigt 
werden konnen. Erst die Sumrae aller Bindungen der einzel- 
nen hydrophoben Reste an eine groBere hydrophobe Flache 
(Grenzflache, gegen die die hydrophoben Bereiche der ge- 
lttsten Proteine sehr klein sind) bewirkt, daB diese Sub- 
stanzen auch bei geringer Anwendungskonzentration die 
Grenzflachen optimal bedecken. 
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Die Molekvilf orm, die die erf indungsgemaBen oberf lachen- 
aktiven Substanzen in waBriger Losung zeigen, diirfte sich 
von der Form, die sie an der Oberflache annehmen unter- 
scheiden. In waBriger Losung ist die polymere Kette so ge- 
formt, daB die einzelnen hydrophoben Bereiche sich gegen- 
seitig absattigen und die hydrophilen Bereiche nach auBen 
in die waBrige Umgebung ragen. Dies bewirkt eine ausrei- 
chend hohe Loslichkeit in waBrigen Medien, so daB ein ge- 
niigend groBer Vorratspuf f er vorhanden ist, der auch bei 
standiger Xnderung der Gr6Be der Grenzflachen eine opti- 
male Beladung der Grenzflachen mit den erwahnten Substan- 
zen ermoglicht. 

Die Behinderung der Adsorption und Denaturierung durch 
die erf indungsgemaBen Zusatze ist umso iiberraschender , 
als gerade, wie oben beschrieben, ein Zusatz von monomoren 
loslichen oberf lachenaktiven Stof fen (Detergentien) , die 
Denaturierung von Proteinlosungen , insbesondere Insulin 
beschleunigt . 

Die erwahnten polymeren oberf lachenaktiven Substanzen 
kann man entweder einer Proteinlosung zumischen oder man 
kann die Oberf lachen., die mit Proteinlosungen in Beruhrung 
kommen sollen, mit diesen oberf lachenaktiven Substanzen 
vorbehandeln . 

Der Zusatz der erwahnten polymeren oberf lachenaktiven 
Substanzen zu ProteinlSsungen ist nicht auf Losungen fur 
therapeutische Zwecke begrenzt. Man kann diese Substanzen 
auch Proteinlosungen wahrend des Herstellungs- und Reini- 
grungsprozesses von Proteinen zusetzen zur Vermeidung von 
Adsorption und Denaturierung an Grenzflachen, insbesondere 
bei der Gelchromatographie- und Ultrafiltration von Pro- 
teinlosungen. 
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Die Denaturierung von Insulin ist ein reversibler ProzeB. 
Durch Behandeln des denatur ierten Insulins mit leicht 
loslichen Detergentien (z.B. Natriumdodecy lsulf at) , mit 
waBrigen alkalischen Medien oberhalb pH 10,5 oder mit 
konzentrierter Trif luoressigsaure konnten die denaturier- 
ten Produkte renaturiert werden. Es ist also moglich, 
die geringen Anteile von denaturiertem Insulin in den 
Insulinen, wie sie beim iiblichen HerstellungsprozeB an- 
f alien, unter den genannten Bedingungen zu renaturieren , 
bevor man die Losungen dieser Produkte mit den erfindungs- 
gemaBen ober f lachenaktiven Substanzen in Beriihrung bringt. 

Insulinlosungen fiir therapeutische Zwecke konnen nach 
folgender allgemeiner Herstellungsvorschrif t hergestellt 
werden : 

Bis zu 1 500 000 I.E. Hinder-, Schweine- oder Humaninsu- 
lin oder eines Des-B1 -Phenylalanin-Derivates dieser In- 
suline, das bis zu 0,8 Gewichtsprozent Zink enthalten 
kann, werden in 400 ml Wasser unter Zugabe von 1 n Salz- 
saure gelost. Diese Losung wird mit 500 ml einer Losung 
gemischt, die ein Konservierungsmittel , z.B. Phenol, 
Kresol oder p-Hydroxybenzoesauremethylester , ein Mittel 
zur Einstellung der Isotonie, z.B. Natriumchlorid , Gly- 
cerin, Glucose Oder ein ahnliches Kohlenhydrat und ein 
Salz zur Pufferung des pH-Wertes z.B. Natriumphosphat , 
Acetat, Citrat, Veronalnatrium oder Tris- (hydroxymethyl) - 
aminomethan enthalt. Daneben kann diese Losung noch einen 
Depothilfsstoff , wie Surf en., zur Erzielung einer verzoger- 
ten Insulinwirkung enthalten. Mit 1 n Salzsaure oder 1 n 
Natronlauge wird ein pH-Wert von 3,0 - 4,0 oder 6,8 - 7,5 
eingestelit. AnschlieBend werden 50 ml einer waBrigen 
Losung, die 2 - 200 mg einer der erf indungsgemaBen ober- 
f lachenaktiven Substanzen enthalt, zugefugt. Die Losung 
wird mit Wasser auf 1,000 1 erganzt. 
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Eine solche Insulinlosung fur therapeutische Zwecke kann 
rait einer Suspension, die amorphes oder kristallines 
Insulin mit verzogerter Wirkung enthalt, gemischt werden . 

Beispiel 1 

•(a) In einem 10 1-Glaskolben mit Riihrer, Heizbad, 

Riickf luBkiihler und einer Einrichtung zur Dosierung von 
Alkylenoxiden unter Stickstoff werden 152,1 g Propylen- 
glykol und 125 g 4 0 %ige Kalilauge vorgelegt. Durch Va- 
kuumdestillation wird entwassert. AnschlieBend werden 
bei 120 °C langsam unter Riihren nacheinander 4141 g Pro- 
pylenoxid und 4 76 g Athylenoxid zugegeben. Nach beendeter 
Reaktion wird ducht Zugabe von Milchsaure das Kaliumhy- 
droxid neutralisiert. Durch Vakuumdestillation werden die 
leichtf liichtigen Anteile abgetrennt und das Prddukt ent- 
wassert. Das mittlere Molekulargewicht des Produktes 
betragt 2000 Dalton bei einem Gehalt an Polyoxyathylen 
von 10 Gew.-% im Molekul. 

(b) 2 Proben mit jeweils 10 ml einer 0,1 %igen Losung 

von Rinderserum-Albumin bzw. Human-Albumin in 0,01 M Phos- 
phatpuffer, P H 7, und 2 gleiche Proben mit Zusatz eines 
Stabilisators von 10 ppm (bezogen auf das Gewicht der Lo- 
sung) eines Blockpolymerisats bestehend aus einer linearen 
Kette von Polypropy lenglykol mit einem mittleren Moleku- 
largewicht von 1750 Dalton, der beidseitig jeweils 5 % 
Polyathylenglykol anpolymerisiert waren, wurden bei 37 °C 
geschuttelt. Die beiden ersten Proben zeigten nach 7 Tagen 
bzw. 30 Tagen eine starke Triibung, hervorgeruf en durch 
denaturiertes Protein. Die beiden Proben, die den Stabi- 
lisator enthielten, waren nach mehreren Monaten noch klar. 

Beispiel 2 

10 Proben mit jeweils 10 ml einer 0,01 %igen Losung des 
Enzyms 8-Galaktosidase aus E.coli in 0,01 M Phosphatpuf f er, 
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pH 7, mit 3 x 10 6 ^uU/ml wurden stufenweise nit 10-100 mg 
Silikonol AK 350 versetzt. Die Suspensionen wurden 48 Stun- 
den bei 5 °C geschiittelt. Dabei bildete sich eine Emulsion, 
die sich durch Ultrazentrif ugation (40 OOO g, 30 Minuten, 
5 4 °C) in 2 Phasen trennen lieB. In der waBrigen Phase wurde 
die- Enzyraaktivitat bestimmt. Es zeigte sich, daB die Si- 
likonolemulsion bis zu 70 % des Enzyros adsorbiert hatte . 
Die Wiederholung des Versuchs in Gegenwart von 100 ppm 
(bezogen auf das Gewicht der Losung) folgender Verbindung 

10 C ?3 

CH 3 - (CH 2 ) 1 2 -CH 2 -0- (-CH 2 -CH 2 -0-) ^ (-CH 2 "CH-0-) 4 ~H 

ergab, daB in Gegenwart dieser oberf lachenaktiven Verbindung 
keine Enzymaktivitat an das Silikonol adsorbiert wurde. 
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Beispiel 3 

10 ml einer waBrigen Suspension von Polystyrol-Kugeln 
(Dow-Latex (R) ) mit einem mittleren Durchmesser von 0,4 81 um 
wurden in zwei gleiche Telle geteilt. Wahrend der erste 
20 Teil unbehandelt blieb, wurde der zweite Teil mit 50 mg 

eines Blockpolymerisats bestehend aus einer linearen Kette 
. von Polypropylenglykol mit einem mittleren Molekulargewicht 
von 2250 Dalton, der beidseitig jeweils 5 % Polyathylen- 
glykol anpolymerisiert waren , bei Raumtemperatur 2 Tage 
25 geschiittelt. AnschlieBend wurde der UberschuB durch Dialyse 
gegen eine waBrige Losung , die 20 ppm dieser polymeren 
oberf lachenaktiven Substanz enthielt, entfernt. 

"von dan in der nachstehenden Tabelle angegebenen *roteinen 
30 vurden J. 2 * 3 -1 einer Losung der genannten Konzentratron 
in Phosphatpuffer P H 7 hergestellt. Jede dieser L osungen 
wurde bei 5 °C mit jeweils 5O0 ul der unbehandelten und 
aer wie oben beschrieben vorbehandelten Polystyrol-Suspen- 
sion gescMittelt. AnschlieBend wurde jede Probe durch ern 
35 o 2 I Filter k larf iltriert. Die Tabelle gibt die Protein- 
konzentrationen in den Filtraten an: 
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Protein 



Proteinkonzentration in den Losungen 
A B C 
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Human- y -Globulin 

Ei-Albumin • 

Lysozym 

Secretin 

Glucagon 

Insulin 



1,2 mg/ml 
0,5 mg/ml 
1,0 mg/ml 
1,0 mg/ml 
1,0 mg/ml 
1 , 0 mg/ml 



1 , 2 mg/ml 

0,50 mg/ml 

0,95 mg/ml 

1 , 0 mg/ml 

0,9 mg/ml 

1 , 0 mg/ml 



0,2 mg/ml 

0,22 mg/ml 

0,25 mg/ml 

0 , 3 mg/ml 

0,3 mg/ml 

0,2 mg/ml 
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A = 3 ml der eingesetzten Proteinlosunge + 450 ^ul Puffer 
B = nach Kontakt mit vorbehandelten Polystyrolf lachen 
C =.nach Kontakt mit unbehandelten Polystyrolf lachen 

Dieser Versuch wurde bei 37 °C wiederholt. Dabei wurden 
zusatzlich die Filtrate durch Gelchromatographie in einer 
Saule untersucht. Es zeigte sich, daB diejenigen Protein- 
losungen, die mit den unbehandelten Polystyrolkugeln in 
Kontakt waren, hochmolekulare Aggregate enthielten. In den 
Proteinlosungen, die mit den vorbehandelten Polystyrol- 
kugeln in Kontakt waren, wurden solche Aggregate nicht ge- 
funden. 



Beispiel 4 

5 Proben mit jeweils 10 ml einer 0,1 %igen Losung von 
25 Glucagon in C-,05 M Tris/HCl-Puf f er pH 8,0 und 5 gleiche 

Proben mit einem Zusatz von 50 ppm (bezogen auf das Gewicht 



CH, 
I 3 



der Losung) folgender Verbindung: 

CH 3 - (CH 2 ) n 4 -CH 2 -0- (-CH 2 -CH 2 -0-) f (-CH^CH-O- ) 4 «H 

30 wurden bei Raumtemperatur geschuttelt. Die ersten 5 Proben 
zeigten nach 4 Tagen eine Triibung, verursacht durch aus- 
gefallenes denatur iertes Protein. Diejenigen Proben, denen 
die oberflachenaktive Substanz zugesetzt worden war, 
blieben mehrere Wochen klar. 
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Beispiel 5 

Ampullen mit 1 - 5 ml je einer 0,1 %igen Losung der Peptidhormone 
Secretin, Calcitonin, Glucagon, Gastrin, Adrenocorticotropes Hormon 
(ACTH) , Bradykinin, Cholecystokinin (CCK) , Gastrin Inhigierendes 
Polypeptid (GIP) , Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) und Lu- 
teinisierungs-Releasing-Hormon (LHR) in 0,05 M Tris/HCl-Puffer pH 7,5 
und gleiche Proben mit einem Zusatz von 10 ppm (bezogen auf das Ge- 
wicht der Losung) eine Blockpolymerisats bestehend aus einer linearen 
Kette von Polypropylenglykol mit feinem mittleren Molekulargewicht von 
2000 Dalton, der beidseitig jeweils 5 % Polyathylenglykol anpolymeri- 
siert waren, warden bei 37 °C geschuttelt. Die Proben ohne Stabili- 
sator zeigten nach einigen Tagen eine starke Trubung, hervorgerufen 
durch denaturiertes Protein. Die stabilisierten Proben waren auch 
nach mehreren Monaten noch klar- 

Beispiel 6 

0,1 %ige Losungen von Ei-Albumin, Human-Immunglobulin-G, bzw. Myo- 
globin vom Wal in 0,01 M Phosphatpuf fer, P H 7, und gleiche Losungen 
mit einem Zusatz von 0,1 % (bezogen auf das Gewicht der Losung) f en- 
gender Verbindung: 



- CH 2 - CH 2 - N: 



CH 3 

R = -(- CH 2 - CH - O) (" CH 2 - CH 2 - O -) — H 

wobei n und m so gewahlt warden, dasJ-ein mittleres Gesamtmolekular- 
gewicht der obigen Verbindung von 12 500 Dalton resultierte und daB 
der ftthylenoxidanteil davon 40 % betrug, wurden durch Ultrazentri- 
fugation (z.B. 1000 g/ 90 Minuten) von Aggregaten befreit. Ampullen 
nut jeweils 10 ml dieser Losungen wurden bei 37 °C geschuttelt. Die 
Proben ohne Stabilisator zeigten nach wenigen Stunden eine starke 
Trubung, verursacht durch ausgefallenes denaturiertes Protein. Die- 
jenigen Proben, denen die oberf lachenaktiven Substanzen zugesetzt 
worden war, blieben mehrere Monate klar und zeigten in der analy- 
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tischen Ultrazentrif uge keine neuen Aggregate. 
Beispiel 7 

Kristallisiertes Rinder insulin (40 000 I-.E.) mit 0,5 
5 Gewichtsprozent Zink wurde in 200 ml Wasser unter Zugabe 
von 3 ml 1 n Salzsaure gelost. Diese Losung wurde mit 
700 ml einer Losung von 1 g p-Hydroxybenzoesauremethyl- 
ester, 16 g Glycerin und 1,4 g Natriumacetat • 3 H 2 0 ver- 
setzt. Die Losung wurde mit 1 n Natronlauge auf pH 6,9 - 
10 7,4 eingestellt. Nach Zugabe von 5 ml einer waBrigen 0,1 
%igen Losung von linearem Polypropylenglykol mit einem 
mittleren MG von 2000 Dalton wurde mit Wasser auf 1,000 1 
aufgefiillt und die Losung sterilf iltriert . 

1 5 Beispiel 8 

Kristallisiertes Des-B1 -Phenylalanininsulin vom Rind 
(100 000 I.E.) mit 0j6 Gewichtsprozent Zink wurde in 
.200 ml Wasser unter Zugabe von 3 ml 1 n Salzsaure gelost. 

20 Diese Losung wurde mit 700 ml einer Losung von 2 g Phenol, 
17 g Glycerin und 6,0 57 g Tris- (hydroxymethyl) -amino- 
methan, die mit 35 ml 1 n Salzsaure auf pH 7,6 eingestellt 
worden war, versetzt. Die Losung wurde auf pH 7,2 - 7,6 
eingestellt. Nach Zugabe von 1 0 ml einer waBrigen 1 %igen 

25 Losung der Verbindung 

CH 3 

CH 3 - (CH 2 ) 1 2 -CH 2 -0- (-CH 2 -CH 2 -0-) 4 ~ (-CH 2 ~CH-0-) 4 ~H 

wurde mit Wasser auf 1,000 1 aufgefiillt und die Losung 
30 sterilf iltriert . 



Beispiel 9 

Amorphes Rinderinsulin (1 000 000 I.E.) mit 0,8 Gewichts- 
35 prozent Zink wurde in 400 ml Wasser unter Zugabe von 5 ml 
1 n Salzsaure gelost. Diese Losung wurde mit 500 ml einer 
Losung yon 2,5 g Phenol, 16 g Glycerin und 1,78 g Na 2 HPQ 4 
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• 2 H 2 <D versetzt. Die Losung wurde auf pH 7 ,2 - 7,5 ein- 
gestellt. Nach Zugabe von 5 ml einer. waBrigen 0,1 %igen 
Losung von linearem Polyproy lenglykol mit einem mittleren 
MG von 1750 Dalton wurde mit Wasser auf 1,000 1 aufgefiillt 
5 und die Losung sterilf iltr iert . 

Beispiel 10 

Rinderinsulin (40 000 I.E.), das in Gegenwart von einem 
10 Blockpolymerisat , bestehend aus einer linearen Kette von 
Polypropylenglykol mit einem mittleren MG von 1750 Dalton, 
der beidseitig jeweils 5 % Polyathylenglykol anpolymeri- 
siert waren, durch Chromatographie gereinigt worden war 
und 0,6 Gewichtsprozente Zint enthielt, wurde in 200 ml 
15 Wasser unter Zugabe von 3 ml 1 n Salzsaure gelost, Diese 
Losung wurde mit 700 ml einer Losung von 2,5 g m-Kresol, 
50 g Glucose, 1,4 g Natriumacetat • 3H 2 0 und 10 mg des 

oben genannten Blockpolymer isats versetzt. Die Losung 
20 wurde mit 1 n Natronlauge auf P H 6,9 - 7,4 eingestellt, 
mit Wasser auf 1,000 1 erganzt und sterilf iltriert . 

Beispiel 1 1 

25 Kristallisiertes Schweineinsulin (40 000 I.E.) mit 0,6 
Gewichtsprozent Zink wurde in 200 ml Wasser unter Zugabe 
von 3ml 1 n HCl gelost. Diese Losung wurde mit 700 ml 
einer Losung von 1 g p-Hydroxybenzoesauremethy lester , 
17 g Glycerin, 1,4 g Natriumacetat • 3 R" 2 0 und 10 mg 
30 linearem Polypropylenglykol mit einem mittleren MG von 
1750 Dalton versetzt. Die Losung wurde auf pH 6,9 - 7,4 
eingestellt. Mit Wasser wurde auf 1,000 1 erganzt und die 
Losung' sterilf iltriert . 
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Beispiel 12 

Kristallisiertes Rinder insulin (450 000 I.E.) , das in 
Gegenwart eines Blockpolymerisats, bestehend aus einer 
linearen Kette von Polypropy lenglykol mit einem mittleren 
MG von 1750 Dalton, der beidseitig jeweils 5 % Polyathylen- 
glykol anpolymerisiert waren, durch eines der ublichen 
Chromatographie-Verfahren gereinigt worden war und 0,5 
Gewichtsprozent Zink enthielt, wurde in 400 ml 0,03 n 
Salzsaure gelost und diese Losung mit einer Losung von 
150 mg ZnCl 2 und 5 mg des fur die Chromatographie verwen- 
deten Blockpolymerisats in 100 ml 0,03 n HC1 versetzt. 
Die Losung wurde sterilf iltriert und mit 500 ml einer 
ebenfalls sterilf iltrierten Losung von 70 g NaCl, 14 g 
Natriumacetat • 3 H 2 0, 5 mg des fur die Chromatorgraphie 
verwendeten 3lockpolymerisats und 1 0 ml 1 n NaOH in 
Wasser gemischt. Die Mischung wurde auf pH 5,4 eingestellt 
und 4 8 Stunden bei Raumtemperatur gervihrt, wobei das 
Insulin in Rhomboedern kristallisierte . Die Kristall- 
suspension wurde mit 10,25 1 einer sterilen Losung von 
20 g NaCl, 1,75 g Natriumacetat • 3 H 2 0, 11,25 g p-Hydroxy- 
benzoesauremethylester und 102,5 mg des fur die Chromato- 
graphie verwendeten Blockpolymerisats versetzt. Durch Zu- 
tropfen von 1 n NaOH wurde pH 6,9 - 7,3 eingestellt. 

Beispiel 13 

Kristallisiertes Rinderinsulin (40 000 I.E.), das in 
Gegenwart der Verbindung 

CH 3 

CH 3 . (CH 2 ) 1 Q -CH 2 -0- (-CH 2 -CH 2 -0-) 4 > (-CH 2 -CH-0-) 4 ~H 



durch eines der ublichen Chroma tographieverf ahren gereinigt 
worden war und 0,5 Gewichtsprozent Zink enthielt, wurde 
3 in 200 ml Wasser unter Zugabe von 3 ml 1 n Salzsaure ge- 
16st. Diese Losung wurde mit 700 ml einer Losung von 1 g 
p-Hydroxybenzoesauremethylester, 50 g Glucose, 0,175 g 
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Surf en und 100 mg der gleichen Substanz wie fiir die 
Chromatographie verwendet, versetzt. Die_ Losung wurde 
gegebenenfalls mit 1 n HCl oder 1 n NaOH~ auf pH 3,3 - 3,5 
eingestellt, mit Wasser auf 1,000 1 erganzt und steril- 
f iltriert . 
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Patentanspriiche : 



(1) V,'aBrige Proteinlosung gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an einer oberf lachenaktiven Substanz mit ketten- 
formiger Grundstruktur , deren Glieder schwach hydro- 
phobe und schwach hydrophile Bereiche in alternierender 
Anordnung enthalten. 

(2) V7aBrige Proteinlosung nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die oberf lachenaktive Substanz ein Homo- 
poiymerisat, Mischpolymerisat oder Blockpolymerisat 
der Formel I ist, 

R~ Y - X - R_ I 
2 n 3 

in der X eine Kette von n Gliedern der Formeln II 
n 

oder III 




II III 



in beliebiger Reihenfolge und n 2-80, vorzugsweise 
8-45 ist, 

Y -O- oder -NH- ist, 

R 1 H, -CH 3 oder -C^I^ ist, wobei die Reste R 1 gleich 
oder verschieden sein konnen, jedoch mindestens in 
der H-alfte der Kettenglieder X -CH 3 oder ~ c 2 H s vor ~ 
-kommt, und in der 

R 2 und R 3 unabna ngig voneinander H oder ein organischer 
Rest sind. 

(3) WaBrige Proteinlosung gemSB Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB R 2 und R 3 je Alkyl mit 1-20 C-Atomen, 
Carboxalkyl mit 2-20 C-Atomen oder Alkylphenyl 
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it 1 - 10 Alkyl-C-Atomen bedeuten , R 2 0 jedoch, falls 

, „ i. 4- Alkvl mit 1-20 C-Atomen sein 

-NH- bedeutet, nur AiKyi iuj-l 



m 
Y 

kann 



(4) 



20 

(7) 



WaBrige Proteinlosung gemaB Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB R 2 und/oder R3 mehrwertig sind und 
„it zwei Oder mehreren Polyalkoxyketten -X n zu ver- 
zweigten Produkten verbunden sind. 

10 (5) WaBrige Proteinlosung gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, daB das Protein Insulin ist und da ore 

v, „~r^fa^^<l die bei Insulinlosungen ublichen 
Losung gegebenenf alls die wex 

,„r- Fin^tellunq der Isotonie, Konservierung 
Zusatzen zur tmsrexxunj <^j- 

und/oder Depot-Wirkung, enthalt. 

15 (6) Verfahren zur Herstellung einer stabilen Proteinlo- 
sung dadurch gekennzeichnet, daB. man einer waBrigen 
Proteinlosung eine oberf lachenaktive Substanz gemaB 
Anspriichen 1 - 4 zusetzt. 

Verfahren zur Herstellung einer Insulinlosung, da- 
durch gekennzeichnet, daB man eine Losung aus Kinder-, 
Schweine- oder Humaninsulih oder einem Des-B1- Phenyl- 
alaninderivat dieser Insuline, die bis zu 0,8 % Zxnk, 
bezogen auf das Insulingewicht , enthalt, mit einer 
Losung, die eine Verbindung der Formel I enthalt, 
mi scht und gegebenenfalls ein Mittel zur Einstellung 
der isotonie wie . Glycerin , Natriumchlorid, Glucose 
oder ein ahnliches Kohlenhydrat, zur Konservierung 
einen Zusatz von Phenol, Kresol oder p-Phydroxyben- 
zoesauremethylester, zur Pufferung des pH-Wertes 
Natriumphosphat, Acetat, Citrat, Veronalnatr ium oder 
Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan zusetzt . 

Verfahren zur Herstellung eine* Insulinpraparates mit 
Depotwirkung, dadurch gekennzeichnet, daB man erne 
insulinlosung, hergestellt gemaB Anspruch 7, mit einer 
verzogert wirkenden Depotkomponente des Insulins ver- 
setzt. 



25 



30 



35 (8) 
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(9) Verfahren zur Behandlung von hydrophoben Oberflachen 
zur Beseitigung ihrer adsorbierenden und denaturie- 
renden Wirkung auf Proteine dadurch gekennzeichnet , 
daB man die Oberflachen mit einer waBrigen Losung 
5 einer oberf lachenaktiven Substanz gemaB Anspruchen 1 - 

4 behandelt. 

(10) Verwendung von Losungen nach Anspruch 1 - 4 bei der 
Reinigung von Proteinen durch Chromatographie oder 

10 Ultrafiltration. 

(11) Verwendung von Losungen nach Anspruch 5 zura Zwecke der 
Reinigung von Insulin durch Chromatographie oder 
Kristallisation. 

15 (.12) Verwendung von Losungen nach Anspruch 5 zur ' Vermeidung 
der Adsorption von Insulin an hydrophoben Oberflachen. 

(13) Verwendung von oberf lachenaktiven Substanzen gemaB An- 
spruchen 1-4 zur Vorbehandlung von hydrophoben Ober- 
20 flachen zur Vermeidung der Adsorption oder Denaturie- 

rung .von Proteinen, insbesondere Insulin. 



001860V 



>0 



- 1 - HOE 79/F 103K 

Patentansprilche fur Osterreich: 

1 . Verfahren zur Hcrstellung einer stabilen Proteinlbsung, 
dadurch gekennzeichnet, daD man einer vaOrigen Protein- 
ldsung eine oberf lfichenakt ive Substanz mit ketten- 
fdrmiger Grunds truktur , deren Glieder schwach hydro- 
phobe und schwach hydrophile Bereiche in alternierender 
Anordnung enthalten, zusetzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die oberf lachenakt ive Substanz ein Homopolymerisat, 
Mischpolymerisat oder Blockpolymer isat der Formel I 
1st 

2 n J 

.in der X eine Kette von n Gliedern der Formeln II 
n 

oder III 

I \ I 

-CH - CH - O- -CH - O- 

II III 



in beliebiger Reihenfolge und n 2-80, vorzugsveise 
8-45 ist, 

Y -O- oder -NH- 1st, 

H, -CH, oder -C_H C ist, wobei die Reste R.. gleich 
25 i J / 1 

oder verschieden sein konnen, jedoch mindestens in 
der Halfte der Kettenglieder X -CH 3 oder - C 2 H 5 vor " 
•kommt, und in der 

2 0 R 2 und R^ unabhangig voneinander H Oder ein organischer 
Rest sind. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
R 2 und R^ je Alkyl mit 1-20 C -At omen, Carboxalkyl mit 
2-20 C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1-10 Alkyl-C- 
35 Atomen bedeuten, R- 2 jedoch, falls Y -NH- bedeutet, nur 
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Alkyl rait 1 - 20 C-Atomen sein kann. 

U. Verfahren geraaD Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi R 2 und/oder mehrwertig sind_ und m±t zwei oder 
mehreren Polyalkoxyke tt en -X^ zu verzweigten Produkten 
5 verbunden sind. 

5. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daC das Protein Insulin ist und dafi die Lbsung gegebe- 
nenfalls die bei Insulinlosungen ublichen Zusatzen 

10 zur Einstellung der Isotonic, Konservierung und/oder 

Depo t-Virkung , enthalt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dafi man eine Lbsung aus Hinder-, Schweine- oder 

15 Hurnaninsulin oder einem Des-B1- Phenyl- 

alaninderivat dieser Insuline, die bis zu 0,8 % Zink, 
bezogen auf das Insulingewicht, enthalt, mit einer 
Losung , die eine Verbindung der Formel I enthalt, 
mischt und gegebenenf alls ein Mittel zur Einstellung 
der Isotonie wie Glycerin / Natriumchlorid, Glucose 
Oder ein ahnliches Kohlenhydrat., zur Konservierung 
einen Zusatz von Phenol, Kresol oder p-Phydroxyben- 
zoesauremethylester, zur Pufferung des pH-VJertes 
Natriumphosphat, Acetat, Citrat, Veronalnatrium oder 
Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan zusetzt. 

. Verfahren zur Herstellung eines Insulinpraparates mit 
Depotwirkung, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
Insulinlosung, hergestellt gemaS Anspruch 6, mit einer 
verzogert wirkenden Depotkcmponente des Insulins ver- 
setzt. 

8. Verfahren zur Behandlung von hydrophoben Oberflachen 
zur Beseitigung ihrer adsorbierenden und denaturie- 
35 renden Virkung auf Proteine, dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Oberflachen mit einer vaOrigen Losung 
einer oberf lachenaktiven Substanz gemafi Anspriichen 1 • 
h behandelt. 
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Verwendung von Losungen nach Anspruch 1 - 4 bei der 
Reinigung von Proteinen durch Chromatographic Oder 
Ultrafiltration. 

Verwendung von Losungen nach Anspruch 5 zum Zwecke der 
Reinigung von Insulin durch Chromatographic oder 
Kristallisation. 

Verwendung von Losungen nach Anspruch 5 zur Vermeidung 
der Adsorption von Insulin an hydrophoben Oberf lachen . 

Verwendung von oberf lachenaktiven Substanzen gemaB An- 
spriichen 1 - 4 zur Vorbehandlung von hydrophoben Ober- 
flachen zur Vermeidung der Adsorption oder Denaturie- 
rung von Proteinen, insbesondere Insulin. 
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